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Latar belakang Agar darah domba (ADD) adalah media standar untuk 
pemeriksaan mikrobiologi. Kesulitan dalam penyediaan darah domba di negara 
tropis dan berkembang menyebabkan kendala dalam mengkultur S. pneumoniae. 
Sedangkan penggunaan agar darah manusia (ADM) tidak direkomendasikan 
untuk kultur. 
Tujuan Memodifikasi agar darah manusia dengan melakukan pencucian eritrosit 
darah manusia sebanyak tiga kali untuk meningkatkan pertumbuhan S. 
pneumoniae.
Metode Penelitian ini menggunakan desain True experimental post test only. 
Sembilan strain S. pneumoniae disuspensikan ke dalam sputum kemudian ditanam 
pada media agar darah manusia standar (ADM-St), ADD, dan agar darah manusia 
cuci (ADM-Cc). Pengamatan pada 24 dan 48 jam meliputi diameter koloni, 
diameter hemolisis, dan karakteristik koloni.
Hasil Setelah 24 jam inkubasi, diameter koloni pada ADM-Cc (0,9±0,26 mm) 
tidak berbeda dengan ADD (0,8±0,09 mm; p=0,173) sedangkan ADM-St 
(0,6±0,10 mm) lebih kecil dari pada ADD dan ADM-Cc (p=0,000). Pada 
pengamatan 48 jam, rerata diameter koloni ADM-Cc (1,4±0,23 mm) lebih kecil 
daripada ADD (1,8±0,10 mm; p=0,000). Rerata diameter koloni ADM-Cc tidak 
berbeda dengan ADM-St (1,5±0,13 mm, p=0,325). Setelah 24 jam, diameter 
hemolisis ADM-Cc (1,2±0,34 mm) tidak berbeda dengan ADD (1,2±0,14 mm; 
p=0,738). Rerata diameter hemolisis ADM-St (0,6±0,15 mm) lebih kecil dari pada 
ADD dan ADM-Cc (p=0,000). Diameter hemolisis pada 48 jam terbesar pada 
ADM-Cc (1,8±0,34 mm) diikuti oleh ADD (1,6±0,07 mm; p=0,008) dan ADM-St 
(0,8±0,15 mm; p=0,000). Karakteristik koloni pada pengamatan 24 dan 48 jam 
tidak terdapat perbedaan di semua media (p=0,083).
Kesimpulan ADM-Cc adalah media alternatif yang dapat diterima untuk 
mengkultur S. pneumoniae di laboratorium yang memiliki keterbatasan 
menyediakan darah domba. 
Kata kunci: S. pneumoniae, ADD, ADM-St, ADM-Cc
15
ABSTRACT
Background Sheep Blood Agar (SBA) is a standard media for microbiology 
examination. The difficulty to get sheep blood in tropical and developing 
countries causes an obstacle in culturing S. pneumoniae. In other side, the usage 
of Human Blood Agar (HBA) were not recommended for culturing S. pneumoniae.
Aim To modify HBA by washing human erythrocytes three times to improve the 
growth of S. pneumoniae. 
Methods Experimental study with True experimental post test only design. Nine 
strains of S. pneumoniae were suspensed into sputum and then were planted on 
three media HBA, SBA, and washed human blood agar (WHBA). Observation was 
done in 24 hours and 48 hours, comprising of colony diameters, hemolysis 
diameters, and the characteristics colony.
Results After 24 hours, the mean of S. pneumoniae colony diameters on WHBA 
(0,9±0,26 mm) and SBA were not significantly different (0,8±0,09 mm; p=0,173) 
and those on HBA (0,6±0,10 mm) were narrower than those on SBA and WHBA 
(p=0,000). On the 48 hours observation, the mean of colony diameters on WHBA 
(1,4±0,23 mm) and HBA (1,5±0,13 mm) were narrower than those on SBA 
(1,8±0,10 mm; p=0,000). After 24 hours, the mean of S. pneumoniae hemolysis 
diameters, WHBA (1,2±0,34 mm) and SBA (1,2±0,14 mm) were not significantly 
different (p=0,738) and those on HBA (0,6±0,15 mm) were narrower than those 
on SBA and WHBA (p=0,000). After the 48 hours observation, hemolysis 
diameters were widest in WHBA (1,8±0,34 mm) followed by SBA (1,6±0,07 mm
p=0,008) and in HBA (0,8±0,15 mm; p=0,000). The characteristics of colony in 
24 and 48 hours observation were not significantly different in all media 
(p=0,083).   
Conclusion WHBA is an acceptable alternative media for culturing S. 
pneumoniae in poorly resourced laboratories. 





Streptococcus pneumoniae adalah patogen pada manusia yang sering 
berkoloni pada saluran nafas, terutama nasofaring serta dapat menyebabkan 
meningitis, sepsis, otitis media, dan community-acquired pneumoniae. 1-8 Pada 
balita, S. pneumoniae merupakan penyebab utama kematian akibat pneumonia, 
diikuti oleh Haemophilus influenzae dan Staphylococcus aureus. 9 Subdit Infeksi 
Saluran Pernafasan Akut (ISPA) Departemen Kesehatan RI mengadakan survey 
mortalitas terhadap 10 provinsi juga mendapatkan hasil bahwa S. pneumoniae 
merupakan pathogen penting penyebab pneumoniae pada balita. WHO dan 
UNICEF pada tahun 2009 juga memperkirakan bahwa lebih dari 2 juta anak balita 
meninggal dunia karena pneumonia setiap tahunnya, dan ini merupakan lebih dari 
1/5 bagian dari 9 juta anak balita yang meninggal setiap tahunnya. 10
Upaya dalam rangka pemberantasan penyakit pneumonia diperlukan tata 
laksana diagnosis dan penanganan kasus yang tepat. Untuk S. pneumonia, gold 
standar untuk diagnosis adalah kultur bakteri. 3,11 Namun, hal ini masih banyak 
menemui kendala di lapangan karena S. pneumoniae merupakan bakteri fastidious
yang hanya mampu tumbuh pada lingkungan dan nutrisi tertentu sehingga 
diperlukan media khusus untuk mengkultur bakteri tersebut.
1
17
Di Eropa dan Amerika Utara telah digunakan agar darah domba (ADD)
dan agar darah kuda (ADK) sebagai media standar untuk kultur S. pneumoniae. 
Hal ini dikarenakan kedua media tersebut mampu menumbuhkan secara maksimal 
kuman tersebut. Tetapi di negara berkembang, termasuk Indonesia, kultur S. 
pneumoniae masih banyak yang menggunakan media agar darah manusia (ADM)
daripada media ADD karena alasan biaya dan iklim tropis yang kurang cocok 
untuk pemeliharaan domba. 12,13
Penelitian menyebutkan ADM kurang dapat menumbuhkan S. pneumoniae
bila dibandingkan dengan menggunakan media ADD. Perbedaan struktur 
morfologi dan komposisi antara eritrosit domba dan eritrosit manusia menjadi 
penyebab utama masalah tersebut. 13 Kandungan komplemen dan antibodi yang 
ada pada eritrosit manusia dapat menghambat pertumbuhan S. pneumoniae.14
Antikoagulan rutin yang digunakan untuk mencegah pembekuan darah donor 
manusia juga memiliki sifat antibakterial.15 Di samping itu penggunaan ADM
sebagai alternatif media kultur S. pneumoniae yang notabene diambil dari bank 
darah, berpotensi untuk dapat membawa penyakit HIV, hepatitis, dan penyakit 
infeksi lain yang dapat ditularkan melalui darah kepada para pekerja laboratorium.
13
Pencucian eritrosit diharapkan mampu menghilangkan komponen antibodi
yang merupakan senyawa heat stable dan komponen komplemen yang merupakan 
senyawa yang heat lable, serta kandungan zat lain seperti serum globulin dan 
antikoagulan citrat yang dapat menghambat pertumbuhan S. pneumoniae.11,15,16
18
1.2 Permasalahan Penelitian
Apakah pencucian eritrosit darah manusia dalam pembuatan agar darah 




Mengetahui ADM dengan eritrosit yang dicuci sebagai media alternatif 
untuk menumbuhkan S. pneumoniae.
1.3.2 Tujuan Khusus
1) Mengetahui diameter koloni, diameter zona hemolisis, serta karakteristik 
koloni S. pneumoniae yang disuspensikan ke dalam sputum kemudian 
ditanam pada media agar darah domba (ADD).
2) Mengetahui diameter koloni, diameter zona hemolisis, serta karakteristik
koloni S. pneumoniae yang disuspensikan ke dalam sputum kemudian 
ditanam pada media agar darah manusia standar (ADM-St).
3) Mengetahui diameter koloni, diameter zona hemolisis, serta karakteristik
koloni S. pneumoniae yang disuspensikan ke dalam sputum kemudian 
ditanam pada media agar darah manusia yang dicuci sebanyak tiga kali 
(ADM-Cc). 
4) Membandingkan diameter koloni, diameter zona hemolisis, serta 




1. Memberikan dasar ilmiah tentang penggunaan agar darah manusia sebagai 
pengganti agar darah domba sebagai media tumbuh S. pneumoniae.
2. Membantu laboratorium yang belum mampu memperoleh agar darah 
domba atau kuda dengan menggunakan alternatif agar darah manusia yang 
telah dimodifikasi sehingga dapat digunakan untuk keperluan kultur S. 
pneumoniae.
3. Memberikan bahan pertimbangan untuk penelitian selanjutnya tentang 
kultur S. pneumoniae.
1.5 Orisinalitas










































































































































































S. pneumoniae (pneumococcus) adalah bakteri gram positif, bulat, 
biasanya berpasangan, dan berkapsul.8,17,18 Bakteri ini tidak membentuk spora, 
non motil, serta mampu memfermentasikan glukosa menjadi laktat. Tidak seperti 
spesies Streptococcus yang lain, S. pneumoniae tidak mempunyai protein M, dan 
dinding selnya terdiri dari komponen asam teichoic dan peptidoglikan. Pada agar 
darah, diameter koloni biasanya berkisar antara 0,5-1,25 mm, menghasilkan 
hemolisis yang bersifat α-hemolisis, mukoid, dan berwarna keperakan.18
Kapsul yang terdapat pada S. pneumoniae tersusun dari kompleks 
polisakarida. Hal inilah yang menyebabkan S. pneumoniae bersifat patogen bagi 
manusia. Kapsul menghambat fagositosis dengan cara mencegah terjadinya 
opsonisasi bakteri oleh komplemen C3b.8,18 Bentuk dan jenis antigen menjadi 
dasar untuk mengklasifikasikan S. pneumoniae menjadi beberapa serotype. Lima 
puluh serotype dari S. pneumoniae telah teridentifikasi. Banyak serotype dari S. 
pneumoniae yang telah ditemukan menjadi penyebab dari penyakit yang serius, 




S. pneumoniae bersifat sensitif terhadap optochin (ethylhydrocupreine 
hydrochloride) sehingga dapat digunakan untuk mengidentifikasi organisme 
tersebut. Metode Quellung juga bisa digunakan untuk mengidentifikasi spesies 
dari S. pneumoniae.18
2.1.2 Kultur S. pneumoniae
Bakteri S. pneumoniae termasuk bakteri yang bersifat fastidious. Bakteri 
ini mengalami autolisis setelah diinkubasi pada lingkungan yang mengandung 5-
10% CO2 pada suhu 35
oC sampai 37oC selama 16-24 jam. Koloni S. pneumoniae
yang tumbuh pada agar darah berupa draughtsman colony. Pada kondisi anaerob, 
koloni akan semakin besar dan lebih mukoid. S. pneumoniae dalam 
pertumbuhannya membutuhkan katalase yang dapat diperoleh dari agar darah 
untuk menetralisir hidrogen peroksida yang diproduksi oleh bakteri tersebut.18
S. pneumoniae adalah bakteri yang bersifat fragil karena mengandung 
enzim yang dapat merusak dan melisiskan S. pneumoniae. Enzim ini disebut 
enzim autolisin. Autolisin berperan pada proses autolisis S. pneumoniae pada 
proses kultur, tepatnya fase stasioner. Proses autolisis sejalan dengan perubahan 
morfologi koloni dari S. pneumoniae. Koloni biasanya akan terlihat seperti kubah, 
tetapi kemudian kolaps di bagian tengah.18
2.2 Agar Darah Domba 
Agar darah domba (ADD) adalah media selektif untuk menumbuhkan 
organisme seperti S. pneumoniae, S. aureus, dan S. pyogenes.15 Di Amerika Utara, 
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ADD menjadi media standar untuk kultur serta uji sensitivitas berbagai kuman. 
ADD terbuat dari Nutrient Agar (NA) ditambah 5% darah domba. ADD 
mempunyai keistimewaan dalam menumbuhkan S. pneumoniae karena dalam 
beberapa penelitian terbukti mampu menunjukkan karakteristik morfologi, sifat 
hemolisis, serta identifikasi spesies yang cukup baik.11,12,13,15,19
Darah yang digunakan untuk membuat ADD berasal dari darah domba 
yang diambil dari pungsi vena jugularis, kemudian darah domba disimpan pada 
suhu 40C dan dapat digunakan antara kurun waktu 2 sampai 7 hari.12 Kemudian 
untuk mencegah terjadi koagulasi sel darah merah, maka dilakukan metode 
defibrinasi sehingga dapat menghilangkan faktor-faktor pembekuan yang masih 
tersisa dalam sel darah merah. Proses defibrinasi dilakukan dengan memutar 
manual secara berulang-ulang darah domba dalam tabung berleher panjang (glass 
parell) sampai fibrin tidak menempel lagi pada eritrosit. 15
Namun, selain metode tersebut, pemakaian darah domba untuk membuat 
ADD biasanya juga ditambah dengan zat antikoagulan seperti Citrat Phosphate 
Dextrose (CPD).12,13 Penelitian menyebutkan bahwa ternyata sifat CPD ini justru 
merugikan karena bisa menghambat pertumbuhan bakteri yang sengaja 
ditumbuhkan pada ADD yang mengandung CPD.15
Kemampuan media agar darah domba dalam menumbuhkan kuman 
didukung oleh morfologi dan komposisi dari eritrosit domba. Diameter eritrosit 
darah domba lebih kecil serta membran selnya lebih tipis dibandingkan dengan 
eritrosit darah manusia sehingga proses hemolisis akan berlangsung lebih mudah 
pada darah domba. Selain itu, darah domba pada tes CAMP (Christie Atkins 
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Munch-Petersen) menunjukkan kandungan sphyngomielin yang terdapat di 
membran sel lebih banyak yaitu sekitar 51% sedangkan darah manusia hanya 
mengandung 26% sphyngomielin. Hidrolisis sphyngomielin pada membran sel 
akan mensensitisasi proses terjadinya hemolitik pada tes CAMP. 13
Faktor lain yang mempengaruhi aktifitas lisis dari eritrosit domba adalah 
modulasi permukaan dari aktifasi jalur klasik komplemen yaitu pembentukan C2 
dan C3 konvertase. Pada penelitian EJ Brown menyatakan bahwa EAC14 (End-
Around Carry 14) yang digunakan C2, sedikitnya 20 kali lebih cepat pada eritrosit 
domba dibanding eritrosit manusia dan marmut pada perlakuan yang sama dalam 
jumlah molekul C1 dan C4. Peneliti menyimpulkan bahwa molekul enzim 
permukaan berperan penting dalam modulasi aktifasi dari jalur klasik 
komplemen.20
Keutamaan media agar darah domba yang lain adalah kemampuan dalam 
menumbuhkan kuman Haemophilus sp. yang merupakan kuman yang susah 
tumbuh. Kuman Haemophilus sp. Membutuhkan Nicotinamide Adenine 
Dinucleotide (NAD) dan Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate (NADP) 
untuk tumbuh. Secara natural beberapa darah hewan memiliki faktor tumbuh 
tersebut walaupun kandungannya berbeda-beda. Diketahui bahwa darah domba 
memiliki NADase (Nicotinamide Adenine Dinucleotidase) yang tinggi dibanding 
darah kelinci dan kuda.12
2.3 Agar Darah Manusia
Agar darah manusia (ADM) terbuat dari whole blood yang diambil dari 
bank darah yang telah expired atau dari pendonor yang kemudian langkah 
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pembuatan media ADM sama dengan pembuatan ADD.11 ADM banyak 
digunakan di negara-negara berkembang, termasuk Indonesia karena mudah 
dalam menyiapkannya dan ekonomis dibandingkan dengan pengadaan 
ADD.11,12,13,15 Dalam laporan FM Russell  juga disebutkan bahwa tujuh negara di 
Asia Pasifik telah secara rutin menggunakan ADM sebagai media kultur bakteri. 
Di samping alasan yang telah disebutkan, negara beriklim tropis seperti Asia 
Pasifik cukup sulit dalam mengelola peternakan domba.15
Di sisi lain banyak studi membuktikan bahwa ADM kurang dapat 
menumbuhkan bakteri seperti S. pyogenes secara maksimal dibandingkan dengan 
ADD. 11 Hal ini dapat dijelaskan antara lain karena perbedaan ukuran eritrosit 
domba dengan eritrosit manusia dimana eritrosit domba mempunyai diameter 
yang lebih kecil dan membran sel yang lebih tipis sehingga mudah mengalami 
lisis. 13
Selain itu, penggunaan darah expired dari whole blood dapat merubah 
bentuk dan kandungan zat yang ada dalam eritrosit. Seiring dengan penyimpanan 
eritrosit manusia dalam waktu yang lama, eritrosit akan berubah bentuk yang 
awalnya sferis menjadi bentuk ekinosit. Penyimpanan darah dalam jangka waktu 
lama mengakibatkan terjadinya penurunan pH, peningkatan asam laktat, 
peningkatan konsumsi glukosa, penurunan 2-3 diphospogliserat (2-3 DPG), 
peningkatan kadar potasium ekstrasel yang mengakibatkan rusaknya pompa Na-
K, dan penurunan ATP yang dapat menurunkan kemampuan eritrosit sehingga 
eritrosit akan mudah lisis.11,13 Hal ini dikhawatirkan akan dapat memberikan hasil 
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yang tidak akurat terhadap sifat dan karakteristik kuman yang ditumbuhkan pada 
ADM-St. 13
Sel darah merah manusia juga diketahui mengandung reseptor antigen, 
antibodi, agen anti infektif, dan serum globulin yang dapat menghambat bakteri 
dapat tumbuh dengan maksimal dalam media ADM.11,15 Penyediaan ADM juga 
tidak direkomendasikan karena dapat berpotensi menularkan penyakit seperti 
HIV, hepatitis B, dan hepatitis C kepada para pekerja laboratorium.12,13,15
Dalam penelitian yang dilakukan oleh Andi Ayu Lestari dipilih packed red 
cell sebagai bahan utama pembuatan agar darah manusia sebagai media tumbuh 
alternatif kuman S. pneumoniae. 21 Packed red cell adalah salah satu jenis preparat 
transfusi darah berasal dari whole blood yang telah dihilangkan plasma dan 
trombositnya, sehingga kandungan sel darah merah akan lebih pekat daripada 
kandungan sel darah merah pada whole blood. Peningkatan sel darah merah ini 
akan secara otomatis meningkatkan kadar hemoglobin dan hematokrit pada 
packed red cell. Kadar hemoglobinnya pada packed red cell dapat mencapai 17.4 
± 1.2 g/dl dan hematokritnya 52.2%. Sedangkan kadar hemoglobin whole blood
hanya berkisar 13.8 ± 1.1 g/dl dan hematokritnya 41.4%. Tingginya kadar 
hematokrit dan hemoglobin pada packed red cell diharapkan akan memberikan 
lebih banyak variasi kondisi sel eritrosit sehingga lebih banyak pula jumlah 
eritrosit dengan karakter yang lebih menguntungkan bagi pertumbuhan S.
pneumoniae.19
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2.4 Sifat  Pertumbuhan Bakteri S. pneumoniae pada Agar Darah
2.4.1 Diameter Koloni
Jumlah koloni dari berbagai strain S. pneumoniae menunjukkan hasil yang 
hampir sama baik pada media agar darah manusia maupun domba. Tampilan 
morfologinya juga menunjukkan hasil yang sama. Akan tetapi, diameter koloni 
kuman berbagai strain tersebut tampak lebih kecil dan aktifitas hemolisis alfa
tidak nampak jelas pada koloni yang tumbuh di media agar darah manusia. Dari 
penelitian FM Russel pada media agar darah domba yang didefibrinasi, S. 
pneumonia strain ATCC 49619 akan terlihat morfologi koloni abu-abu kering, 
berdiameter 1 mm, dan hemolisis alfa yang jelas 1 mm. Sedangkan pada media 
agar darah manusia, strain tersebut tampak abu-abu mengkilat, diameter jarum, 
dan tidak nampak hemolisis alfa. 15
2.4.2 Tampilan Kuman
Kuman yang diisolasi di lempengan agar dapat dinilai dalam hal : 22
a. Ukuran : jarum (pinpoint), kecil, sedang, atau besar.
b. Pigmentasi : warna dari koloni
c. Bentuk : bentuk koloni dapat dibagi menjadi seperti di bawah ini
1) Sirkuler : tepi rata melingkar.
2) Ireguler : tepi bertakik.
3) Rizoid    : pertumbuhan menyebar seperti akar.
d. Tepi : tampilan dari tepi luar koloni di bagi menjadi seperti di bawah ini:
1) Entire : berbatas jelas, tajam dan rata.
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2) Lobata : tepi bertakik jelas dan tajam.
3) Undulata : tepi bertakik bergelombang dangkal.
4) Serata : tampak seperti gigi.
5) Filamentosa : tepi menyebar seperti benang.
          e. Elevasi : pertumbuhan koloni yang timbul pada agar dibagi menjadi      
seperti di bawah ini:
1) Datar : peninggian koloni tidak dapat terlihat.
2) Timbul : sedikit meninggi.
3) Konveks : peninggian berbentuk kubah.
4) Umbonata : sedikit meninggi dengan bentuk konveks di tengah.
S.pneumoniae membentuk koloni bundar kecil, pertama berbentuk kubah, 
dan kemudian berkembang membentuk pusat plateu dengan tepi yang mengalami 
peninggian. Koloni S. pneumoniae pada agar darah dikenal dengan sebutan 
draughtsman colony. Berdasarkan kandungan protein M, Streptococcus dibagi 
menjadi koloni Matt dan Glossy. Koloni Matt terbentuk jika terdapat kandungan
protein M dan biasanya jenis ini merupakan bakteri virulen. S. pneumoniae tidak 
mengandung protein M, sehingga koloninya berbentuk Glossy. Variasi 
pertumbuhannya adalah isolat S.pneumoniae yang menghasilkan sejumlah besar 
kapsul akan tampak sebagai koloni mukoid besar. 18,22,23,24
2.4.3 Aktivitas Hemolisis
S. pneumoniae menghasilkan hemolitik α pada agar darah  yaitu tampak 
bayangan kehijauan disekitar koloni yang menandakan sel tidak dilisis 
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sempurna.15 Penelitian Russell menjabarkan bahwa sifat hemolisis alfa dari S.
pneumoniae dapat dilihat dengan baik pada media agar darah domba dan kuda. 
Keduanya menunjukkan hemolisis alfa yang tampak jelas, dengan zona hemolisis 
1 mm untuk media agar darah kuda serta media agar darah domba 
terdefibrinasi,dan 1-5 mm untuk media agar darah domba sitras. Akan tetapi, zona 
alfa hemolisis tidak nampak pada S.pneumoniae yang ditumbuhkan di media agar 
darah manusia.15
2.5 Pengaruh Pencucian Eritrosit
Pencucian eritrosit darah manusia dalam penelitian oleh Magbojos, et al
berhasil meningkatkan performa dari ADM untuk menumbuhkan bakteri seperti S. 
aureus. Namun, ADM yang dicuci tidak menghasilkan efek yang lebih bagus 
terhadap pertumbuhan Staphylococcus epidermidis karena bakteri tersebut bersifat 
γ-hemolisis.11 Pada penelitian yang dilakukan oleh Theofilus, pencucian eritrosit 
darah manusia secara intensif sebanyak empat kali terbukti mampu memberikan 
hasil yang lebih baik dalam menumbuhkan bakteri fastidious seperti H. influenzae
dibandingkan dengan menggunakan media ADM biasa. Pencucian eritrosit 
mampu menghilangkan senyawa heat stabil pada eritrosit, seperti antigen dan 
antibodi yang hanya bisa hilang melalui pencucian eritrosit, tidak cukup dengan 
pemanasan.16
Sel darah merah dari bank darah yang biasa digunakan untuk membuat 
ADM yang tidak mengalami pencucian masih mengandung antigen, antibodi, dan 
komplemen protein. Adanya reseptor antigen pada sel darah merah akan dapat 
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memicu reaksi, diantaranya sel darah merah akan lisis sehingga ADM tidak 
maksimal lagi jika digunakan sebagai media kultur bakteri seperti S. pneumoniae
karena dapat memicu hasil yang tidak sebenarnya (positif palsu atau negatif
palsu).11
Pencucian eritrosit darah manusia dilakukan dengan menggunakan larutan 
salin yang telah disimpan pada wadah plastik dalam periode yang lama. Demikian 
pula menurut Russell, kandungan CPD pada eritrosit darah manusia akan 
menurun atau hilang selama pencucian eritrosit sehingga tidak akan mengganggu 
pertumbuhan bakteri dalam ADM cuci tersebut. Bakteri akan tumbuh dengan 
subur, morfologi dan hemolisisnya akan optimum.11
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 Kandungan komplemen, 
antigen, antibodi
 Kandungan antikoagulan
 Lingkungan yang 
mengandung 5-10% CO2 
pada suhu 35oC -37oC
ADD
Pertumbuhan optimal S. 
pneumoniae :
 Diameter koloni
















Agar darah manusia (ADM) yang dimodifikasi dengan pencucian eritrosit 
sebanyak tiga kali (ADM cuci) mampu menumbuhkan S. pneumoniae lebih baik 





Pertumbuhan optimal S. 
pneumoniae : 
 Diameter koloni







4.1 Ruang Lingkup Penelitian
4.1.1 Ruang Lingkup Keilmuan
Ruang lingkup keilmuan dalam penelitian ini adalah bidang ilmu 
Mikrobiologi Kedokteran.
4.1.2 Ruang Lingkup Tempat
Penelitian ini dilaksanakan di laboratorium Mikrobiologi FK Undip.
4.1.3 Ruang Lingkup Waktu
Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan Mei-Juni 2012.
4.2 Rancangan Penelitian
Penelitian ini menggunakan desain True-experimental post test only.
4.3 Variabel Penelitian
4.3.1 Variabel Bebas
Jenis media yaitu  :
1) Media agar dari darah domba
2) Media agar dari darah manusia standar 
18
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3) Media agar dari darah manusia dengan modifikasi pencucian eritrosit 
tiga kali.
4.3.2 Variabel Tergantung
Pertumbuhan S. pneumoniae yang disuspensikan ke dalam sputum dinilai 
setelah pengamatan 24 jam dan 48 jam meliputi:
1. Diameter koloni 
2. Diameter zona hemolisis 
3. Karekteristik koloni 
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4.3.3 Definisi Operasional dan Skala Data Variabel
Tabel 2. Definisi operasional dan skala data variabel
Jenis Variabel Nama Variabel Skala Data Definisi Operasional Nilai
Bebas Jenis media Nominal Jenis darah dan cara 
pembuatan media agar 
darah dengan bahan 
darah tersebut
1. ADD= Agar dari darah domba yang 
disiapkan secara standar (darah 
didefibrinasi, tanpa dicuci, pH 7,2-7,3)
2. ADM-St= Agar dari darah manusia yang 
diperoleh dari bank darah (whole blood), 
disiapkan secara standar (tanpa dicuci, pH 
7,2-7,3)
3. ADM cuci= Agar dari darah manusia dari 
bank darah (whole blood), dicuci 3 kali, 
pH 7,2-7,3)
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Diameter koloni Rasio Rata-rata diameter dari 3 koloni 
tunggal yang paling besar, diukur 







Rasio Rata-rata diameter dari 3 zona 
hemolisis koloni tunggal yang paling 
besar, diukur dengan  Adobe 
Photoshop dan Microsoft Excel 







Ordinal Mudah tidaknya koloni S. 
pneumoniae dibedakan dengan koloni 
bakteri lain yang tumbuh di plate 
1 = susah dibedakan
2 = mudah dibedakan
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agar. Koloni S. pneumoniae dalam 
agar darah adalah kecil, abu-abu, 
pada 24 jam pertama koloni 
berbentuk kubah, tetapi pada 24-48 
selanjutnya koloni akan semakin rata 
dan melekuk pada bagian tengah.18





Sampel penelitian ini adalah strain S. pneumonia ATCC 49619 dan strain 
dari nasofaring subjek sehat yang disimpan dalam media gliserol pada temperatur
-80oC. Stok kuman terlebih dulu dipersiapkan secara segar dengan cara ditanam 
pada media agar dari darah domba, setelah itu dilakukan prosedur penelitian.
4.4.1.1 Kriteria Inklusi
Sampel penelitian ini adalah strain S. pneumoniae ATCC 49619 dan strain 
dari nasofaring subjek sehat yang tumbuh pada media agar darah domba dan 
manusia. 
4.4.1.2 Kriteria Eksklusi
Terdapat kontaminasi pada media agar darah domba dan manusia.
4.4.2 Besar Replikasi
Dihitung menggunakan rumus Federer :
           (t-1)(n-1) ≥ 15
Keterangan:   t  = perlakuan 
  n  = ulangan/ replikasi 
Karena akan dilakukan tiga perlakuan (t), yaitu :
1) penanaman pada agar darah domba disiapkan secara standar (darah 
defibrinasi, tanpa dicuci)
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2) penanaman pada agar darah manusia diperoleh dari bank darah disiapkan 
secara standar.
3) penanaman pada agar dari darah manusia dari bank darah, disiapkan dengan 
pencucian 3 kali.
Maka perhitungan sampel minimal sebagai berikut : 
(3-1) (n-1) > 15
2(n-1) > 15
n > 8,5
Jadi replikasi minimal yang dibutuhkan untuk tiap perlakuan adalah 9, dimana 












1) Darah domba yang didefibrinasi dengan glass parell
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2)   Darah manusia dari bank darah 
3)   Kuman S. pneumoniae ATCC 49619 dan strain dari nasofaring subjek sehat
4)   Standart McFarland 1
5)   Larutan NaCl 0,9 %
4.6 Prosedur Penelitian/ Cara Pengumpulan Data
4.6.1 Jenis Data
Data yang dikumpulkan merupakan data primer yaitu pertumbuhan bakteri   
S. pneumoniae pada media agar yang diuji.
4.6.2 Waktu dan Tempat Pengumpulan Data
Waktu penelitian adalah Mei-Juni 2012 di Laboratorium Mikrobiologi 
Fakultas Kedokteran Undip, Semarang.
4.6.3 Cara Kerja dan Alur Penelitian
4.6.3.1 Pembuatan Media Kultur
4.6.3.1.1 Defibrinasi Darah
a. Darah dimasukkan kedalam tabung sentrifuge
b. Putar 3300 rpm selama 1,5-2 menit
c. Supernatan diambil dengan pipet tetes dan dipindahkan ke dalam tabung 
dan diberi label plasma kemudian disimpan terpisah
d. Sel darah merah terdapat pada bagian bawah tabung
4.6.3.1.2 Pencucian Eritrosit
a. Sel darah merah telah dipisahkan ditambah dengan larutan salin sebanyak 
plasma yang dibuang
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b. Putar 3300 rpm selama 1,5 – 2 menit
c. Supernatan dibuang
d. Lakukan pencucian sebanyak 3x
e. Endapan sel darah merah yang telah dicuci merupakan suspensi 100%
4.6.3.1.3 Isolasi Kuman
a. Isolat S. pneumoniae dicek kemurniannya. Apabila telah murni, kuman 
diperbanyak dan diinkubasi pada 35ºC dan CO2 5% selama 24 jam.
b. Setelah 24 jam, kuman dipanen dan dibuat suspensi dengan konsentrasi 1
McFarland.
c. Untuk melakukan suspensi isolat ke dalam sputum, suspensi kuman 1 Mac 
Farland dicampur dengan sputum pasien pneumonia yang bukan disebabkan 
oleh S. pneumoniae, dengan perbandingan 1 : 3. Campuran tersebut dikocok 
homogen dengan menggunakan vortex.
d. Sebanyak 10μl campuran suspensi kuman-sputum ditanam pada plate agar 
darah domba, agar darah manusia standar, dan agar darah manusia dicuci 
sebanyak tiga kali yang diuji dengan metode streak 4 zone. 
e. Semua plate diinkubasi pada 35oC dan CO2 5% .




4.7 Pengolahan dan Analisis Data
Sebelum dilakukan analisis dilakukan cleaning, coding, tabulasi data dan
kemudian data dimasukan kedalam komputer. Hasil pengamatan pada semua variabel 
tergantung dianalisis dengan menggunakan ANOVA one way untuk variabel numerik
dan Uji Friedman untuk variabel ordinal.
Koloni murni diperbanyak dan diinkubasi
Tanam 1µl suspensi bakteri dengan metode streak 4 zona (ADD, ADM-St, ADM cuci)
Inkubasi dan amati dalam waktu 24 jam dan 48 jam
Membuat suspensi kuman dengan konsentrasi 1 Mac Farland
Isolat S. pneumonia murni
Disuspensikan ke dalam sputum dengan perbandingan 3:1
Setelah 24 jam dipanen
Kocok dengan vorteks hingga homogen
Pengolahan Data
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Nilai derajat kemaknaan adalah apabila p≤0,05 dengan 95% interval kepercayaan. 
Analisis data akan menggunakan program SPSS (Statistical Program for Social 
Science) ver 15.0 for Windows.
4.8 Jadwal Penelitian
Tabel 3. Jadwal penelitian
Jadwal
Bulan 















Agar darah manusia yang digunakan pada penelitian ini berasal dari whole blood 
yang diambil dari Bank Darah Laboratorium Sentral RSUP Dr. Kariadi Semarang yang 
kemudian dibuat menjadi Agar Darah Manusia Standar (ADM-St) dengan kadar 
hematokrit sebesar 40%. Agar darah manusia juga kemudian diolah menjadi Agar Darah 
Manusia Cuci (ADM-Cc) dengan melakukan metode pencucian eritrosit menggunakan 
larutan saline sebanyak tiga kali dengan faktor lain dibuat sama dengan ADM-St. 
Sedangkan Agar Darah Domba (ADD) dibuat dari whole blood darah domba yang 
didefibrinasi.
Sampel penelitian yaitu terdiri dari sembilan sampel bakteri S. pneumoniae yang 
terlebih dahulu ditanam dan disegarkan (subkultur) selama 24 jam di media agar darah 
sebelum digunakan dalam percobaan. Jumlah sampel yang digunakan telah memenuhi 
syarat replikasi minimal untuk tiap perlakuan berdasarkan rumus Federer. Kesembilan 
sampel tersebut terdiri dari S. pneumoniae satu strain ATCC 49619 dan delapan strain 
yang lain diperoleh dari nasofaring subjek sehat yang disimpan dalam media gliserol 
pada temperatur -80oC.
Sputum yang disuspensi dengan S. pneumoniae berasal dari sputum pasien 
pneumonia yang dikirim ke Laboratorium Sentral RSUP Dr. Kariadi Semarang yang 
tidak mengandung S. pneumoniae. Sputum kemudian dicampur dengan suspensi kuman 
dengan perbandingan 3:1. 
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Pertumbuhan S. pneumoniae yang disuspensikan ke dalam sputum dinilai dalam 
24 jam dan 48 jam inkubasi. Parameter pertumbuhan yang dinilai meliputi rerata 
diameter koloni (rasio), rerata diameter hemolisis (rasio), dan karakteristik koloni 
(ordinal). Data yang diperoleh kemudian diuji normalitas dengan menggunakan uji 
Kolmogorov Smirnov. Uji hipotesis untuk diameter koloni dan diameter hemolisis adalah 
uji One Way ANOVA. Uji hipotesis untuk karakteristik koloni adalah dengan 
menggunakan uji Friedman.
5.2 Hasil Penelitian
5.2.1 Pertumbuhan S. pneumoniae yang disuspensikan ke dalam sputum pada ADD, 
ADM-St, dan ADM-Cc
5.2.1.1 Diameter Koloni
Diameter koloni S. pneumoniae pada ketiga media (ADD, ADM-St, ADM-Cc) 
pada pengamatan 24 jam dapat dilihat pada grafik sebagai berikut:
Jenis agar
Agar Darah Manusia Cuci (ADM-
Cc)


















Grafik 1. Diameter koloni S. pneumoniae yang disuspensikan ke dalam sputum pada 






Grafik 1 menunjukkan diameter koloni S. pneumoniae pada ADM-Cc yang 
disuspensikan ke dalam sputum pada inkubasi 24 jam lebih besar (0,9±0,26 mm) 
daripada pertumbuhan pada ADD (0,8±0,09 mm) dan ADM-St (0,6±0,10 mm). Hasil ini 
bermakna secara statistik dengan p=0,000 (One-Way Anova).  
Sedangkan diameter koloni S. pneumoniae pada ketiga media (ADD, ADM-St, 
ADM-Cc) pada pengamatan 48 jam dapat dilihat pada grafik di bawah ini:
Jenis agar
Agar Darah Manusia Cuci (ADM-
Cc)



















  Grafik 2. Diameter koloni S. pneumoniae yang disuspensikan ke dalam sputum pada 
ADM-St, ADD dan ADM-Cc setelah inkubasi 48 jam. Nilai p = 0,000 (One-Way
ANOVA).
Setelah inkubasi selama 48 jam, tampak diameter koloni S. pneumonia pada 
masing-masing jenis agar menjadi lebih lebar. Namun diameter koloni terbesar terdapat 
pada ADD (1,8±0,10 mm) kemudian diikuti ADM-St (1,5±0,13 mm) dan ADM-Cc 
(1,4±0,23 mm). Hasil ini juga menunjukkan perbedaan bermakna secara statistik dengan 





Tabel 4. Perbandingan rerata diameter koloni 24 jam dan 48 jam (Post Hoc Test)
                   24 Jam
ADD         ADM-St       ADM-Cc
                    48 Jam
ADD          ADM-St       ADM-Cc
ADD p=0.000 p=0.173 p=0.000 p=0.000
ADM-St p=0.000 p=0.000 p=0.000 p=0.325
ADM-Cc p=0.173 p=0.000 p=0.000 p=0.325
Selain itu juga dilakukan uji Post Hoc untuk mengetahui hubungan pada masing-
masing variabel yang diuji. Pada pengamatan 24 jam, rerata diameter koloni S. 
pneumoniae pada ADM-St (0,6±0,10 mm) secara statistik lebih kecil daripada rerata 
diameter koloni pada ADD (0,8±0,09 mm) dan ADM-Cc (0,9±0,26 mm). Adapun rerata 
diameter koloni pada ADM-Cc tidak berbeda bermakna secara statistik dengan rerata 
diameter koloni pada media ADD. 
Pada pengamatan 48 jam, rerata diameter pada ADM-Cc (1,4±0,23 mm) menjadi 
lebih kecil daripada rerata diameter koloni pada ADD (1,8±0,10 mm) dan ADM-St 
(1,5±0,13 mm). Secara statistik rerata diameter ADM-Cc tidak berbeda bermakna dengan 
rerata diameter ADM-St. Rerata diameter koloni ADM-Cc dan ADM-St lebih kecil 
daripada  ADD (p=0,000). 
5.2.1.2 Diameter Hemolisis
Perbandingan diameter hemolisis S. pneumoniae yang disuspensikan ke dalam 
sputum dalam pengamatan 24 jam pada ketiga media (ADD, ADM-St, dan ADM-Cc) 
dapat dilihat pada grafik berikut:
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Jenis agar
Agar Darah Manusia Cuci (ADM-
Cc)





















  Grafik 3. Diameter hemolisis S. pneumoniae yang disuspensikan ke dalam sputum pada 
ADM-St, ADD dan ADM-Cc setelah inkubasi 24 jam. Nilai p = 0,000 (One-Way
ANOVA).
Grafik 3 menunjukkan bahwa diameter hemolisis S. pneumonia pada inkubasi 24 
jam pada media ADD (1,2±0,14 mm) serta media ADM-Cc (1,2±0,34 mm) dan ADM-St 
(0,6±0,15 mm). Hasil ini menunjukkan nilai bermakna secara statistik dengan nilai 
p=0,000 dengan menggunakan uji One-Way Anova.
Sedangkan perbandingan diameter hemolisis S. pneumoniae yang disuspensikan
ke dalam sputum pada pengamatan 48 jam pada ketiga media (ADD, ADM-St, dan 






Agar Darah Manusia Cuci (ADM-
Cc)




















  Grafik 4. Diameter hemolisis S. pneumoniae yang disuspensikan ke dalam sputum pada 
ADM-St, ADD dan ADM-Cc setelah inkubasi 48 jam. Nilai p = 0,000 (One-Way
ANOVA).
Pada pengamatan 48 jam menunjukkan bahwa diameter hemolisis pada masing-
masing media (ADD, ADM-St, dan ADM-Cc) mengalami peningkatan. Pada media 
ADM-Cc didapatkan rerata diameter hemolisis mencapai nilai 1,8±0,34 mm yang 
kemudian diikuti dengan ADD (1,6±0,07 mm). Rerata diameter hemolisis pada ADM-St 
paling kecil dibandingkan dengan kedua media sebelumnya, yaitu 0,8±0,15 mm. Hasil 
rerata diameter hemolisis inkubasi 24 jam pada ketiga media ini juga menunjukkan 





Tabel 5. Perbandingan rerata diameter  hemolisis S. pneumoniae pada 




                    24 Jam
ADD          ADM-St      ADM-Cc
48 Jam
ADD          ADM-St     ADM-Cc
ADD p=0.000 p=0.738 p=0.000 p=0.008
ADM-St p=0.000 p=0.000 p=0.000 p=0.000
ADM-Cc p=0.738 p=0.000 p=0.008 p=0.000
Uji Post Hoc dilakukan pada pengamatan 24 jam dan 48 jam. Pada pengamatan 
24 jam, didapatkan hasil bahwa rerata diameter hemolisis pada ADM-St lebih kecil 
(0,6±0,15 mm) daripada rerata diameter hemolisis pada ADD (1,2±0,14 mm) dan ADM-
Cc (1,193±0,34 mm). Hasil ini bermakna secara statistik dengan nilai p=0,000. Rerata 
diameter hemolisis ADM-Cc (1,2±0,34 mm) pada inkubasi 24 jam tidak berbeda 
bermakna secara statistik dengan rerata diameter hemolisis pada ADD (1,2±0,14 mm).
Pada pengamatan 48 jam, uji Post Hoc menunjukkan rerata diameter hemolisis
pada ADM-Cc (1,8±0,34 mm) lebih besar daripada rerata diameter hemolisis pada ADD
(1,6±0,07 mm) dan ADM-St (0,8±0,15 mm). Hasil ini menunjukkan perbedaan 
bermakna secara statistik p<0,05.
5.2.1.3 Karakteristik Koloni 
Karakteristik koloni S. pneumoniae dinilai untuk membedakan dengan bakteri 
yang lain yang juga tumbuh pada media agar darah yang disuspensikan ke dalam sputum 
seperti Staphylococcus aureus dan kuman gram negatif (-) lain. S. pneumoniae pada agar 
darah berbentuk kecil, abu-abu kehijauan, pada 24 jam pertama koloni berbentuk kubah
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atau datar, tampak basah, tetapi pada 24-48 selanjutnya koloni akan semakin rata dan 
melekuk pada bagian tengah.18
S. pneumonia yang disuspensikan ke dalam sputum tumbuh dalam ADD, ADM-
St, dan ADM-Cc dengan karakteristik khas yang dimiliki dapat dibedakan dengan bakteri 
lain pada pengamatan 24 jam dan 48 jam. Grafik perbandingan pada ketiga media dapat 


















Grafik 5. Karakteristik koloni S. pneumoniae yang disuspensikan ke dalam sputum 



















Grafik 6. Karakteristik koloni S. pneumoniae yang disuspensikan ke dalam sputum 
dalam ADD, ADM-St, dan ADM-Cc pada pengamatan 48 jam. 
Grafik 5 menunjukkan koloni S. pneumoniae pada media ADD dan ADM-Cc
pada inkubasi 24 jam keseluruhan sudah bisa dibedakan dengan bakteri lain yang juga 
tumbuh dalam kedua jenis agar tersebut. Sedangkan pada ADM-St masih ada beberapa 
plate yang susah untuk dibedakan dengan bakteri lain. Namun pengamatan 48 jam yang 
dapat dilihat pada grafik 6, keseluruhan kuman pada ketiga jenis media sudah mudah 
dibedakan. Hasil ini menunjukkan tidak ada perbedaan bermakna secara statistik antara 
karakteristik koloni pada pengamatan 24 jam dan pada pengamatan 48 jam (p=0,083 Uji 
Friedman).
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Gambar 1. Koloni S. pneumoniae pada media ADM-St
Gambar 2. Koloni S. pneumoniae pada media ADD
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6.1 Media Kultur S. pneumoniae
Media agar darah domba dan agar darah kuda merupakan media standar bagi S. 
pneumoniae untuk kultur dan uji sensitivitas. Namun, di negara berkembang media 
standar tersebut sulit untuk diupayakan karena alasan iklim dan biaya. Oleh karena itu, di 
negara berkembang masih digunakan media agar darah manusia sebagai media alternatif 
walaupun pada kenyataannya ditemukan bahwa hasilnya kurang memuaskan. Hal ini 
disebabkan morfologi, kandungan nutrisi, serta adanya faktor penghambat pertumbuhan 
S. pneumoniae pada darah manusia. 12,13
Penelitian ini bertujuan untuk mencari media alternatif terbaik dari darah manusia 
sehingga mampu menumbuhkan S. pneumoniae lebih baik daripada ADM-St. Alternatif 
yang digunakan yaitu dengan melakukan pencucian eritrosit sebanyak tiga kali untuk 
menghilangkan komponen antibodi, komplemen, serta antikoagulan sitrat yang dapat 
menghambat pertumbuhan S. pneumoniae. 11,15,16 Untuk mengetahui perbandingan pola 
pertumbuhan, maka S. pneumoniae disuspensikan ke dalam sputum selanjutnya ditanam 
di tiga media, yaitu ADD, ADM-St, dan ADM-Cc. 
6.2 Perbandingan ADM-St, ADD, dan ADM-Cc dalam Menumbuhkan S. 
pneumoniae
Bakteri S. pneumoniae sebelum dikultur, terlebih dahulu disegarkan (subkultur) 
dengan ditanam di media ADD, ADM-St, atau ADM-Cc selama 24 jam. Setelah itu 
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bakteri diambil dan dispike ke dalam sputum. Dalam penelitian ini, dilakukan suspensi ke 
dalam sputum karena sputum adalah spesimen yang relevan dalam praktek klinik dalam 
hubungannya dengan penyakit pneumonia. Selain itu, dalam sputum terdapat bakteri lain 
selain S. pneumoniae, seperti S. aureus dan bakteri gram negatif lain. Diharapkan dengan 
spike ke dalam sputum ini, dapat untuk menguji morfologi dan pola tumbuh S. 
pneumoniae dibandingkan dengan bakteri lain tersebut.21 Ini sesuai dengan penelitian 
oleh Amali Abdat juga disebutkan bahwa pertumbuhan koloni S. pneumoniae yang 
dispike atau suspensi ke dalam sputum dengan yang tidak dilakukan spike hasilnya tidak 
berbeda bermakna secara statistik sehingga untuk mengetahui pertumbuhan S. 
pneumoniae dapat dilakukan dengan suspensi sputum saja. 25
Bakteri S. pneumoniae ditanam pada media ADD, ADM-St, dan ADM-Cc 
kemudian diamati pola pertumbuhannya dalam 24 jam dan 48 jam yang mencakup 
diameter koloni, diameter hemolisis, dan karakteristik koloni S. pneumoniae. Pada 
pengamatan 24 jam, pertumbuhan pada ADM-Cc menghasilkan koloni dengan diameter 
terbesar dibandingkan dengan ADD dan ADM-St yang berarti S. pneumoniae tumbuh 
paling cepat pada 24 jam pertama. Hal ini dikarenakan pencucian eritrosit dapat 
menghilangkan komplemen, antibodi, serta antikoagulan sitrat yang bersifat 
bakteriostatik sehingga S. pneumoniae dapat tumbuh dengan subur, morfologinya 
optimal. 11,15,16
Tetapi dalam 24 jam berikutnya, pertumbuhan S. pneumoniae ADM-Cc melambat 
sehingga diameternya lebih kecil dari ADD, namun sama dengan ADM-St. Selama 24 
jam pertama, S. pneumoniae tumbuh dengan cepat dibandingkan dengan yang ditanam 
pada ADM-St. Pertumbuhan yang cepat ini, diikuti dengan akumulasi limbah yang cukup 
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banyak. Akumulasi limbah inilah yang menghambat pertumbuhan S. pneumoniae pada 
24 jam berikutnya. Dapat dijelaskan pula bahwa setelah mencapai 14 jam masa kultur, 
maka bakteri memasuki fase stasioner. Dalam fase ini terdapat akumulasi limbah, 
kekurangan nutrien, perubahan pH, dan perubahan faktor lain yang akan mendesak dan 
mengganggu biakan, sehingga bakteri mengalami penurunan kecepatan pertumbuhan.26
Pada penelitian yang dilakukan oleh KJ Nye, dkk disebutkan bahwa pada inkubasi 48 jam 
S. pneumoniae yang dapat diisolasi meningkat, namun peningkatan ini bersifat lebih 
rendah daripada pada durasi inkubasi 24 jam. Oleh karena itu, pada pengamatan 48 jam 
rerata diameter koloni pada ADM-St dan ADM-Cc menjadi hampir sama.27 Berbeda pada 
pengamatan 24 jam dimana bakteri mengalami fase lag dan fase eksponensial pada 
kurang dari 14 jam masa kultur dimana nutrisi masih tersedia lengkap sehingga 
pertumbuhan bakteri bersifat cepat sehingga pada fase ini ADM-Cc dengan pengaruh 
pencucian eritrosit menjadi lebih cepat pertumbuhannya dibandingkan dengan ADM-St.
16,26
Rerata diameter hemolisis pada pengamatan 24 jam pada ADM-Cc 
(1,2±0,34 mm) tidak berbeda bermakna dengan rerata diameter koloni pada ADD 
(1,2±0,14 mm). Sedangkan rerata diameter hemolisis ADM-St (0,6±0,15 mm) lebih kecil 
daripada ADD (1,2±0,14 mm).  Kecepatan lisis ADD dipengaruhi karena darah domba 
memiliki kandungan sphyngomielin yang lebih tinggi yaitu 51 % daripada darah manusia 
yang hanya 26 %. Selain itu faktor lain yang mempengaruhi mudahnya aktivitas lisis dari 
eritrosit domba adalah modulasi permukaan dari aktivasi jalur klasik yaitu pembentukan 
C2 dan C3 konvertase. Pada penelitian EJ Brown menyatakan bahwa EAC14 yang 
digunakan C2, sedikitnya 20 kali lebih cepat pada eritrosit domba dibanding eritrosit 
58
manusia dan marmut pada perlakuan yang sama dalam jumlah molekul C1 dan C4. 
Diameter eritrosit domba yang lebih kecil serta membran sel yang tipis juga memudahkan 
lisis dari darah domba. 13,20 Dalam penelitian oleh Amali Abdat didapatkan hasil yang 
sama, yaitu kecepatan lisis S. pneumoniae pada media agar darah domba saat pengamatan 
24 jam lebih cepat daripada yang ditanam di media agar darah manusia yang berasal dari 
packed red cell. Secara substansial, perbedaan morfologi serta komposisi membran 
eritrosit antara darah domba dan darah manusia berbeda. Sel darah manusia lebih lebar 
dibanding dengan sel darah merah domba sehingga hal ini mempengaruhi kemampuan 
hemolisin S. pneumoniae dalam melisis sel darah merah manusia.23,25
Sebenarnya, darah manusia lebih sulit untuk dilisis daripada darah domba. 
Namun, pada pengamatan 24 jam ADM-Cc mampu menunjukkan performa yang sama 
baiknya dengan ADD, bahkan pengamatan 48 jam menunjukkan hasil unggul di antara 
jenis agar lainnya. Hal ini dikarenakan ADM-Cc mengalami pencucian eritrosit sebanyak 
tiga kali sehingga dapat mengeliminasi faktor-faktor yang mengganggu S. pneumoniae
untuk melisiskan sel darah merah seperti antigen, antibodi, komplemen, serta kandungan 
antikoagulan yang bersifat bakteriostatik.11,15,16 Selain itu, darah manusia (whole blood)
sebagai bahan dasar ADM-Cc pada umumnya sudah hampir expired sehingga bentuk 
eritrosit banyak yang berubah menjadi bentuk ekinosit. Membran sel ekinosit sangat 
fragil sehingga memicu lisis sel darah merah. 13 Pertumbuhan cepat S. pneumoniae pada 
24 jam inkubasi yang ditanam pada ADM-Cc juga mempengaruhi kecepatan lisis dari 
darah manusia.
Pada pengamatan 48 jam  menunjukkan bahwa diameter hemolisis pada masing-
masing media (ADD, ADM-St, dan ADM-Cc) mengalami peningkatan. Pada media 
59
ADM-Cc didapatkan rerata diameter hemolisis mencapai nilai 1,8±0,34 mm yang 
kemudian diikuti dengan ADD (1,6±0,07 mm). Rerata diameter hemolisis pada ADM-St 
paling kecil dibandingkan dengan kedua media sebelumnya, yaitu 0,8±0,15 mm. 
Agar darah yang digunakan sebagai bahan pembuatan ADM-St biasa diambil dari 
bank darah yang tidak mengalami proses pencucian eritrosit sehingga kandungan 
antibodi, komplemen, antikoagulan sitrat, antigen, serta protein globulin masih tinggi. 
Adanya reseptor antigen pada sel darah merah akan dapat memicu reaksi, diantaranya sel 
darah merah akan lisis sehingga ADM tidak maksimal lagi jika digunakan sebagai media 
kultur bakteri seperti S. pneumoniae.11 Pada penelitian Russell pada tahun 2006
didapatkan hasil senada bahwa S. pneumoniae yang ditanam di media agar darah standar 
tidak ada perbedaan bermakna dalam hal jumlah koloni dengan yang ditumbuhkan di 
agar darah domba. Perbedaan bermakna ditemui pada diameter koloni dan diameter 
hemolisis, di mana S. pneumoniae yang ditumbuhkan di ADM diameter koloninya seperti 
pinpoint dan pola hemolisisnya minimal atau bahkan tidak ada.15
Pada penilaian karakteristik koloni, pengamatan 24 jam menunjukkan seluruh 
koloni yang ditanam pada ADD dan ADM-Cc dapat dengan mudah diidentifikasi atau 
dibedakan. Koloni S. pneumoniae pada agar darah yaitu berbentuk kecil, abu-abu 
kehijauan, pada 24 jam pertama koloni berbentuk kubah atau datar, tampak basah,  tetapi 
pada 24-48 selanjutnya koloni akan semakin rata dan melekuk pada bagian tengah.18
Sedangkan pada ADM-St masih ada beberapa koloni dalam plate yang sulit diidentifikasi 
atau dibedakan. Setelah 48 jam inkubasi, karakteristik koloni pada ketiga media kembali 
diamati. Koloni S. pneumoniae dalam ketiga media kultur pada pengamatan 48 jam sudah 
mudah dibedakan dengan koloni bakteri lain yang ikut tumbuh di plate agar. Hal ini 
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sesuai dengan dengan penelitian KJ Nye, dkk dan Andi Ayu lestari yang menyarankan
bahwa S. pneumoniae pada ADM-St akan lebih baik dilakukan pengamatan hingga 48 
jam inkubasi karena karakteristik dan pola pertumbuhannya akan lebih jelas terlihat.21,27
Dapat disimpulkan pada penelitian ini bahwa ADM-St tidak maksimal dalam 
menumbuhkan bakteri S. pneumoniae dibandingkan ADD dan ADM-Cc. Diameter koloni 
serta diameter hemolisis pada ADM-St lebih kecil daripada ADD dan ADM-Cc. Media 
ADM-Cc dapat menumbuhkan S. pneumoniae lebih baik daripada ADM-St dan sama 
baiknya dengan media ADD dalam inkubasi 24 jam. Diameter koloni pada ADM-Cc 
pada 24 jam pertama lebih besar daripada ADD, walaupun pada pengamatan 48 jam 
diameter koloni ADM-St dan ADM-Cc menjadi hampir sama. Diameter hemolisis pada 
inkubasi 48 jam menunjukkan ADM-Cc lebih unggul daripada ADD dan ADM-St. 
Terkait dengan karakteristik koloni, pada pengamatan 24 jam koloni yang ditanam pada 
ADD dan ADM-Cc sudah dapat dibedakan karakteristik koloni dari S. pneumoniae. Hal 
ini berbeda dengan koloni yang ada pada plate ADM-St dimana pengamatan harus 
dilakukan hingga 48 jam untuk dapat mengidentifikasi semua koloni S. pneumoniae. 
Oleh karena itu penggunaan ADM-Cc sebagai media alternatif ADD untuk 
menumbuhkan bakteri S. pneumoniae memiliki keuntungan, yaitu koloni sudah bisa 
diamati pada inkubasi 24 jam dengan pola diameter koloni dan diameter hemolisis yang 





1. Media agar darah manusia (ADM-St) kurang cocok digunakan sebagai media 
alternatif karena tidak dapat menumbuhkan S. pneumoniae dengan baik. 
2. Media ADM-Cc layak digunakan sebagai media alternatif untuk kultur S. 
pneumoniae karena koloni yang tumbuh cukup besar, diameter hemolisisnya lebar 
dan tetap menampilkan karakteristik khasnya sehingga memudahkan untuk 
mengidentifikasi S. pneumoniae walaupun hanya diamati setelah inkubasi 24 jam.
7.2 Saran
Bagi laboratorium yang kesulitan mendapatkan ADD, terutama di negara 
berkembang seperti Indonesia, maka ADM-Cc dapat dijadikan sebagai media 
alternatif  untuk kultur S. pneumoniae dengan pengamatan 24 jam. Dari segi 
ekonomis, pengunaan darah manusia lebih murah dan mudah didapatkan bila 
dibandingkan dengan darah domba. 
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.172 18 .172 .950 18 .422
Agar Darah 
Domba (ADD)
.109 18 .200(*) .941 18 .302
Agar Darah 
Manusia Cuci 








.117 18 .200(*) .969 18 .772
Agar Darah 
Domba (ADD)




.131 18 .200(*) .970 18 .793
*  This is a lower bound of the true significance.
a  Lilliefors Significance Correction
Oneway
Test of Homogeneity of Variances
Levene 
Statistic df1 df2 Sig.
diameter koloni 24 jam 13.638 2 51 .000










1.157 2 .578 19.747 .000
Within Groups 1.494 51 .029
Total 2.651 53




1.544 2 .772 29.720 .000




































































































































*  The mean difference is significant at the .05 level.
Explore
Diameter Hemolisis 24 jam dan 48 jam
Descriptives
Jenis agar Statistic Std. Error
diameter 
hemolisis 24 jam























































































































Agar Darah Manusia 
Standar (ADM-St) .116 18 .200(*) .979 18 .939
Agar Darah Domba 
(ADD)
.196 18 .066 .912 18 .092
Agar Darah Manusia 




Agar Darah Manusia 
Standar (ADM-St) .146 18 .200(*) .954 18 .492
Agar Darah Domba 
(ADD)
.167 18 .200(*) .916 18 .109
Agar Darah Manusia 
Cuci (ADM-Cc) .116 18 .200(*) .951 18 .438
*  This is a lower bound of the true significance.
a  Lilliefors Significance Correction
Oneway
Test of Homogeneity of Variances
Levene 
Statistic df1 df2 Sig.
diameter 
hemolisis 24 jam















4.194 2 2.097 39.891 .000







10.821 2 5.410 103.583 .000









































































































































*  The mean difference is significant at the .05 level.
Explore





N Percent N Percent N Percent
Jenis agar * karakteristik 
koloni 24 jam 54 100.0% 0 .0% 54 100.0%
Jenis agar * karakteristik 
koloni 48 jam 54 100.0% 0 .0% 54 100.0%
Jenis agar * karakteristik koloni 24 jam
Crosstab
Crosstab











Expected Count 1.0 17.0 18.0
% within Jenis agar 16.7% 83.3% 100.0%
% within karakteristik 
koloni 24 jam 100.0% 29.4% 33.3%
% of Total 5.6% 27.8% 33.3%
Agar Darah Domba (ADD) Count 0 18 18
Expected Count 1.0 17.0 18.0
% within Jenis agar .0% 100.0% 100.0%
% within karakteristik 
koloni 24 jam .0% 35.3% 33.3%
% of Total .0% 33.3% 33.3%




Expected Count 1.0 17.0 18.0
% within Jenis agar .0% 100.0% 100.0%
% within karakteristik 
koloni 24 jam .0% 35.3% 33.3%
% of Total .0% 33.3% 33.3%
Total Count 3 51 54
Expected Count 3.0 51.0 54.0
% within Jenis agar 5.6% 94.4% 100.0%
73
% within karakteristik 
koloni 24 jam 100.0% 100.0% 100.0%
% of Total 5.6% 94.4% 100.0%













Expected Count 18.0 18.0
% within Jenis agar 100.0% 100.0%
% within karakteristik 
koloni 48 jam 33.3% 33.3%
% of Total 33.3% 33.3%
Agar Darah Domba (ADD) Count 18 18
Expected Count 18.0 18.0
% within Jenis agar 100.0% 100.0%
% within karakteristik 
koloni 48 jam 33.3% 33.3%
% of Total 33.3% 33.3%




Expected Count 18.0 18.0
% within Jenis agar 100.0% 100.0%
% within karakteristik 
koloni 48 jam 33.3% 33.3%
% of Total 33.3% 33.3%
Total Count 54 54
Expected Count 54.0 54.0
% within Jenis agar 100.0% 100.0%
% within karakteristik 
koloni 48 jam 100.0% 100.0%











koloni 24 jam 3 51
karakteristik 




koloni 24 jam 1.47
karakteristik 












Nama : Jati Sumilih
NIM : G2A008101
Tempat/tanggal lahir : Banyumas/16 September 1990
Jenis kelamin : Perempuan
Alamat : Jalan Gundi no.3, Semarang
Nomor Telpun : -
Nomor HP : 081391004056
e-mail : jati_sumilih@yahoo.com
Riwayat Pendidikan Formal
1. SD : SDN Kedungrandu 01 Lulus tahun: 2002
2. SMP : SMP N 8 Purwokerto Lulus tahun: 2005
3. SMA : SMA N 1 Purwokerto Lulus tahun: 2008
4. FK UNDIP : Masuk tahun : 2008
Keanggotaan Organisasi
1. ROHIS SMA N 1 PURWOKERTO Tahun 2006 s/d 2008
1. KASTRAT BEM KU UNDIP Tahun 2009 s/d 2010
2. KEPUTRIAN ROHIS KU UNDIP Tahun 2009 s/d 2011
3. KSM BEM KU UNDIP Tahun 2010 s/d 2011
4. BAPIN ISMKI Tahun 2010 s/d 2011
5. MER-C SEMARANG Tahun 2011 s/d 2012
Pengalaman penelitian
1. Judul Faktor-Faktor yang Mempengaruhi Perilaku Suspek TB dalam Pencarian 
Pengobatan Tahun 2010
77
Pengalaman publikasi tulisan ilmiah
-
Pengalaman presentasi karya ilmiah
1. Jati Sumilih, Olahraga yang teratur sebagai cara efektif pencegahan dan 
penanganan hipertensi pada usia muda. 2011. Cara presentasi oral.
Pengalaman mengikuti lomba karya ilmiah
1. Olahraga yang Teratur sebagai cara efektif pencegahan dan penanganan hipertensi 
pada usia muda, KSM FK Undip, finalis lomba poster ilmiah.
2. Pemanfaatan Campuran Trehalosa dan Sukrosa sebagai Media Baru Penyimpanan 
Vaksin Tanpa Lemari Es Guna Meningkatkan Kestabilan Vaksin dan Efektifitas 
Distribusi Vaksin ke Daerah Terpencil di Indonesia. DIKTI, finalis PKM-GT.
3. Optimalisasi Peran Usaha Kesehatan Sekolah (UKS) Melalui Program Gerakan 
oleh Siswa Berantas Sarang Nyamuk (GOSBASMUK) Guna Menurunkan Angka 
Kejadian Demam Berdarah Dengue (DBD) di Indonesia, TEMILNAS BAPIN 
ISMKI 2010, finalis lomba poster ilmiah.
